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RESUMEN

Se sabe que los metabolitos secundarios desempefian un papel importante en la
adaptacion de las plantas a su entorno, pero también representan una fuente
importante de productos dentro de la industria en general. Para lograr desarrollar
avances innovadores en el cultivo controlado de Cannabis sativa L es necesario
aplicar diferentes estrategias, utilizando sistemas in vitro. Cannabis sativa L. es
utilizada para la elaboracion de nutraceuticos y es importante la deteccion basada
en el perfil bioquimico, la seleccidén de clones de alto rendimiento y su propagacion
utilizando herramientas biotecnoldgicas es la forma mas adecuada para mantener
sus lineas genéticas. La induccion de callogénesis por medio de yemas axilares
aisladas en cultivos asépticos de multiples brotes se encapsularon con éxito para
su induccién de desdiferenciacién. Para obtener un control de cultivo vegetal fue
necesario utilizar métodos de cultivo in vitro de variedad mexicana obteniendo un
método simple que se pueda emplear en la industria para la elaboracion de diversos

productos de interés comercial.

Palabras clave: cultivo de tejido vegetal, nutracedtico, callosidad, biosintesis.



ABSTRACT

Secondary metabolites are known to play an important role in the adaptation of
plants to their environment, but they also represent an important source of products
within the industry in general. In order to develop innovative advances in the
controlled cultivation of Cannabis sativa L it is necessary to apply different
strategies, using in vitro systems. Cannabis sativa L. is used to produce
nutraceuticals, detection based on the biochemical profile is important. The
selection of high-yield clones and their propagation using biotechnological tools is
the most appropriate way to maintain their genetic lines. Callus induction by isolated
axillary buds in aseptic multi-shoot cultures were successfully encapsulated for their
induction of dedifferentiation. To obtain a control of plant cultivation, it was
necessary to use in vitro cultivation methods of the Mexican variety, obtaining a
simple method that can be used in the industry for the elaboration of various

products of commercial interest.

Keywords: plant tissue culture, nutraceutics, callosity, biosynthesis.



.  INTRODUCCION

El mercado de los nutracéuticos es vasto, abarca muchos productos diferentes con
niveles inconsistentes de evidencia disponibles para respaldar su uso (Williamson,
2020). Los nutraceuticos son sustancias que se puede considerar como alimento o
como parte de él y que se puede usar para proporcionar a la persona beneficios
para su salud, como la prevencion o el tratamiento de una enfermedad y como
complemento de algunos farmacos (Pérez, 2014). Algunos de ellos, asi como sus
componentes, han sido aprobados por instancias gubernamentales de gran
importancia como la FDA en los Estados Unidos (Valenzuela B., 2014). La FDA
tiene una serie de recursos disponibles que abordan el cannabis y los productos
derivados del cannabis, como el canabidiol (CBD), y la agencia quiere asegurarse
de que los consumidores y otras partes interesadas tengan acceso a estos recursos
en una ubicacién centralizada (FDA, 2020).

El nivel de reguladores del crecimiento de las plantas (auxina, citoquininas,
giberelinas) es un factor importante que controla la formacion de callos en el medio
de cultivo. Las concentraciones de los reguladores del crecimiento de las plantas
pueden variar para cada especie de planta e incluso pueden depender de la fuente
del explante o del genotipo individual de la planta, la edad, el estado nutricional, asi
como también las condiciones de cultivo (temperatura, medios solidos frente a agar
solidificado, la luz) también es importante en la formacién y el desarrollo de los
callos (Smith, 2013). Por lo tanto, cada callo debe evaluarse por separado para su
velocidad de crecimiento, asi como las concentraciones de metabolitos
intracelulares y extracelulares. Esto permite una evaluacion de la productividad de
cada linea celular para que solo los mejores sean llevados a suspensiones celulares
y estudios de reactor (Bourgaud, 2001). Por otra parte, la evaluacion de métodos
en germinacion in vivo e in vitro de semillas de Cannabis sativa L para obtencion
de plantulas y el establecimiento una metodologia para produccion de callos in vitro
a partir de hipocotilos es necesaria para la obtencibn de un protocolo de
propagacion, asi mismo se determina la combinacion adecuada de hormonas del

tipo auxinas y citocininas.



En el 2017 el Diario Oficial de la Federacion estipuldé en el Articulo 235 Bis.- “La
Secretaria de Salud debera disefiar y ejecutar politicas publicas que regulen el
uso medicinal de los derivados farmacoldgicos de la Cannabis sativa, indica y
americana o marihuana, entre los que se encuentra el tetrahidrocannabinol, sus
isbmeros y variantes estereoquimicas, asi como normar la investigacion y
produccion nacional de los mismos.” Con estos antecedentes, el objetivo del estudio
es la elaboracion de un protocolo de cultivo de tejido vegetal in vitro para la

micropropagacion controlada de Cannabis sativa L.

ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Industria de Cannabis sativa L.

Los tratamientos médicos modernos, como la radioterapia y la quimioterapia,
producen muchos efectos secundarios indeseables, y el papel de los suplementos
herbales para aliviarlos es objeto de una gran cantidad de investigacion (Haixia
Dang, 2014). C. sativa es una planta herbacea anual que pertenece a la familia
Cannabinaceae y se origind en Asia Central, conocida por haber jugado un papel
histéricamente importante en la produccion de alimentos, fibras y medicamentos (S.
Frassinetti, 2018). Segun datos recientes, los avances en las técnicas de cultivo de
Cannabis sativa L y el uso de determinadas cepas seleccionadas genéticamente
han producido un aumento en el nimero de cosechas, asi como un mayor
rendimiento en su produccion (UNODC, 2015). Las cepas de cannabis CBD y alto-
CBD también son de interés clinico por su supuesta actividad anticonvulsiva y otros
efectos farmacolégicos (Brian F.Thomas, 2016).

2.2 Principales cannabinoides

Los efectos psicotropicos y de comportamiento de la planta se atribuyen a su
contenido de esta clase de compuestos, los cannabinoides, principalmente A9-

THC, que se producen principalmente en las hojas y las yemas florales de la planta



(Casillas, 2017). Ademas del A9-THC, también hay cannabinoides no psicoactivos
con varias funciones farmacologicas, como cannabidiol (CBD), cannabinol (CBN) y
cannabigerol (CBG), junto con otros componentes no cannabinoides que
pertenecen a diversas clases de productos naturales (Brian F.Thomas, 2016).

2.3 La biotecnologia como estrategia para Cannabis sativa L.

medicinal

En la actualidad, la tecnologia aplicada para desarrollar nuevos alimentos esté en
continuo crecimiento y una de las estrategias que se llevan a cabo para producir
nuevos productos es el uso de la biotecnologia, pues gracias a esta ciencia se han
podido obtener alimentos con mayor valor nutricional, incrementando la produccién
de compuestos nutracéuticos o modificando genéticamente al alimento para que
produzca un nutriente o nutracéutico especifico (Meléndez-Sosa MF., 2020). La
biotecnologia esta jugando un papel alternativo vital en la produccion de
metabolitos secundarios de plantas farmacéuticas para apoyar la produccion
industrial y mitigar la sobreexplotacion de fuentes naturales. Los productos
farmacéuticos de alto valor que incluyen alcaloides, flavonoides, terpenos,
esteroides, entre otros, son biosintetizados como estrategia defensiva por parte de
las plantas en respuesta a perturbaciones bajo condiciones ambientales naturales.
Sin embargo, también se pueden producir utilizando técnicas de cultivo de células,
tejidos y 6rganos vegetales mediante la aplicaciéon de diversos enfoques y
estrategias in vitro (T. Isah, 2017).

2.4 Propagacion convencional

Debido a la naturaleza al6gama de C. sativa, las plantas cultivadas con semillas
son altamente heterocigotas y la propagacion vegetativa de una planta madre
seleccionada solo puede producir un cierto nimero de esquejes a la vez,
presentando asi dificultades cuando se necesita una produccion a gran escala de
C. sativa (S. Chandra, 2012). El cultivo de tejidos vegetales se reconoce como una
de las areas clave de la biotecnologia debido a su uso potencial para regenerar

clones de élite y conservar valiosos recursos fitogenéticos. También ofrece ventajas



para la multiplicacion y produccion a gran escala de plantas de C. sativa (S.
Chandra, 2012).

2.5 Germinacién de semillas

Se ha informado de una mejora de la germinacién de semillas mediante cultivo in
vitro en banano (Pancholi N., 1995). Se ha informado anteriormente que los efectos
de la temperatura, la luz, el tratamiento previo al remojo, GA3, la eliminacion de la
cubierta de la semilla y la mitad de las semillas afectan la germinacion in vivoy /o
in vitro de varios cultivos (Kyauk, 1995).

Las semillas se mantuvieron bajo agua corriente a temperatura ambiente durante 1
hora y luego se lavaron con jaboén liquido durante 10 minutos. A continuacioén, las
semillas se esterilizaron en la superficie usando alcohol etilico al 70%) durante 30
s seguido de tratamiento con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 4% durante 10 s dentro
de la cabina de flujo laminar. Para eliminar las trazas de cloro, las semillas se
lavaron tres veces con agua destilada estéril y se remojaron en agua durante
aproximadamente una hora. EI medio basal consisti6 en sales MS sin diluir,
sacarosa al 3% y agar al 0,8%. El pH del medio se ajusté a 5,8 y el medio se
autoclavo durante 20 min a 121°C. Se vertieron treinta mililitros del medio en cada
plato petri de 85 mm. Todas las placas se sellaron con “Parafilm” y se mantuvieron
a temperaturas de entre 15 y 40°C en luz, (fotoperiodo de 16 h bajo lamparas
fluorescentes tubulares blancas célidas a 25 umol m s1) y condiciones oscuras.
La incubacion oscura se logré manteniendo las placas envueltas con papel de
aluminio en la incubadora. El progreso de la germinacion se registré durante un
periodo de 40 dias a intervalos de 7 dias bajo una luz intensa (J. Bhattacharya,
2001).

2.6 Propagacién in vitro

Aunque se han empleado técnicas in vitro para el C. sativa durante los ultimos 40
afos, la regeneracion del C. sativa mediante la propagacion in vitro ha sido un
desafio con muy pocos informes disponibles hasta ahora. En su mayoria, la
propagacion del cannabis se ha logrado mediante dos rutas diferentes de

organogénesis como organogénesis directa e indirecta (H. Lata S. C., 2015). La



formulacion de Murashige y Skoog (MS) es el medio mas utilizado para la
propagacion in vitro de genotipos de Cannabis (Murashige y Skoog 1962). Para
establecer un protocolo de transformacion de C. sativa exitoso, es necesario el
dominio de las técnicas de cultivo in vitro: ya sea que la estrategia sea por explantes
de plantas o callos indiferenciados como material de partida, la regeneracion de
toda la planta es un paso obligatorio. La regeneracion de érganos, en particular los
brotes, puede ser bastante engorrosa y, por lo tanto, debe llevarse a cabo la
seleccién de diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores del
crecimiento de las plantas para encontrar la composicion correcta del medio de
cultivo (Christelle M. Andre, 2016). Debido a que el objetivo principal es la
produccién de los metabolitos con mayor rendimiento, la aplicaciéon de la seleccion
de lineas celulares mediante el estudio de cinética de crecimiento en cultivos in vitro

es esencial para mejorar la produccion de moléculas (Murthy, 2014).

2.7 Induccién de callogénesis

Como primer paso en muchos experimentos de cultivo de tejidos, es necesario
inducir la formacién de callos desde el explante primario. Este explante puede ser
una plantula germinada asépticamente o raices, tallos, hojas o estructuras
reproductivas esterilizadas en la superficie (H.Smith, 2013). El callo es un tejido de
la herida producido en respuesta a una lesiéon. El callo es una proliferacién de
células de la region herida o cortada de un explante. El callo generalmente esta
formado por células friables, grandes, vacuoladas que estan altamente
diferenciadas, pero no estan organizadas (Smith, 2013).

La mayoria de los protocolos de regeneracién in vitro desarrollados hasta ahora
para C. sativa se han realizado a través de la fase de callos (Mandolino G., 1999).
Debido a que la regeneracion mediada por callos a veces puede conducir a
variaciones somaclonales, la propagacion de C. sativa a través de explantes
nodales permite la recuperacion de plantas de progenie genéticamente estables y
fieles al tipo (S. Chandraa, 2016).



2.8 Organogénesis directa

Aunque se encuentran disponibles diferentes rutas para la regeneracién del cultivo
de tejidos vegetales, la organogénesis directa es un método comun de
micropropagacion que implica la regeneracion de tejidos de 6rganos adventicios o
yemas axilares directa o indirectamente de los explantes (Das Bhowmik SS, 2016).
La organogénesis directa tiene ventajas, que incluyen menos etapas de cultivo y
menos 0 ninguna posibilidad de variaciones somaclonales y, por lo tanto, mayor
estabilidad genética. Sin embargo, se ha desarrollado un protocolo de regeneracion
de un solo paso, basado en la induccion de brotes adventicios, asi como en un
enraizamiento eficaz utilizando una nueva citoquinina aromatica, la metatopolina
(Lataa H. C. S., 2016). De esta manera los estudios mas amplios respecto a esta
citoquinina aromatica se emplean con éxito para la mejora en el crecimiento de
cultivo de tejido in vitro como en los estudios recientes realizados por Lataa et al.
en 2016. Debido al crecimiento vigoroso en medio MS + MT (especialmente la
concentracion de MT que varia de 1 uM a 4 uM), las plantas se subcultivaron en el
mismo medio fresco después de 3 semanas. Las raices comenzaron a aparecer
dentro de las 3-4 semanas y las raices sanas completamente desarrolladas se
formaron a las 6 semanas de cultivo. No se necesitd un medio separado para la
iniciacion de la raiz. De varias concentraciones de MT probadas, la mejor
concentracion para enraizamiento fue el medio MS suplementado con 2.0 uM MT
(Lataa H. C. S., 2015).

.  MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el area de cultivo de células y cultivos
vegetales dentro del laboratorio de investigacion en Biotecnologia de
Palntas, en la Facultad de Ciencias Agrotecnoldgicas de la Universidad
Auténoma de Chihuahua el 13 de agosto del 2018.

Material vegetativo. Se evalu6 el trabajo con semillas de Cannabis sativa L., spp.

Origen desconocido.



l. Obtencion de plantulas a partir de semillas.

| a. Como inicio de tratamientos, la viabilidad de germinacion de las semillas fue
realizada en un almacigo utilizando turba rubia (Peat Moss® Tourbe) estéril como
sustrato, a una profundidad de 0.5 cm en charola de unicel 2.5 x 2.5 cm la cavidad,
y fueron sembradas 104 semillas las cuales luego fueron colocadas en una
germinadora (LUMISTELL® ICP-18) a 28°C con luz blanca continua de 24 horas y
un riego con nebulizacion diaria cada 24 horas con agua destilada en cada pocillo

durante 10 dias.

| b. También fue evaluado el método de la camara humeda donde las semillas
fueron cubiertas en papel estraza y 10 mL de agua desmineralizada estéril dentro
de una caja Petri de 80 mm y colocados en germinadora (LUMISTELL® ICP-18) a
28°C sin luz durante 10 dias.

| c. De la misma manera, fue conducido un ensayo in vitro para evaluar la viabilidad
de las semillas el cual en todos los medios de cultivo fueron gelificados con 4.6 g
L-1 de agar (phytagel SIGMA-ALDRICH®) y sacarosa (SIGMA-ALDRICH®) 30 g L-
1y se esterilizaron en autoclave a 120 °C a 1 atmdsfera de presiéon (0.1 MPa) por
20 minutos. Las cajas Magenta de 60 x 90 mm contenian 10 mL de medio cada
una, el pH fue ajustado a 5.6 con 1.0 N hidroxido de potasio (KOH) y 1.0 N de &cido
clorhidrico (HCI). El pH del medio de cultivo de tejido vegetal generalmente se
ajusta a pH 5.5 a 6. Por debajo de 5.5, el agar no gelificard adecuadamente y por
encima de 6.0, el gel puede ser demasiado firme (Murashige, 1973). Las
condiciones de incubacion fueron 25 °C + 1 fotoperiodo de 18 horas luz.

Las semillas fueron desinfectadas en cadmara de flujo laminar con una solucién de
10 gotas de tensoactivo Tween80 por 20 minutos, se enjuago tres veces con agua
destilada estéril. Seguidamente, se sumergieron con etanol (ETHO) al 70 % v/v por
5 minutos y enjuagaron con agua destilada estéril. Posteriormente se adicioné
hipoclorito de sodio (NaCIlO) al 10 % v/v (cloro activo) por 10 minutos y enjuague

con agua destilada estéril. Por ultimo, se empled solucion de Thymerosal™ al .05



% v/v y remocion de soluciones con enjuagues consecutivos de agua destilada
estéril.

La germinacién in vitro se realiz6 en medio MS (Murashigue & Skoog 1962)
(sacarosa y phytagel SIGMA-ALDRICH®) de pH 5.6, donde se sembraron 20
semillas en tubos de ensaye con capacidad de 30 mL con 10 mL de medio MS 50%

v/v fuerza de sales.

| d. Ademas, se empled el método en embibén para romper dormancia en 10
semillas con 5 mL de agua destilada estéril en un matraz con tapa rosca y capacidad
de 25 mL a tres diferentes temperaturas (T1=20°C, T2=24°C, T3=28°C) en un
periodo de 24 horas en incubadora FELISA® (cuadro 1). Posteriormente se
colocaron en medio MS 50% v/v fuerza de sales para su elongacion in vitro.

Todo el experimento se realiz6 en campana de flujo laminar y con material

desinfectado y esterilizado.

Cuadro 1. Metodologia embibén con temperatura controlada en incubadora
FELISA® y sus resultados fueron observados cada 24 horas. Para su germinacion
se agregaron 10 semillas por cada 5 mL de agua destilada estéril en un matraz con
tapa rosca y capacidad de 25 mL. Posteriormente se colocaron en medio MS 50%

v/v fuerza de sales para su elongacion in vitro.

EXPERIMENTO | SEMILLAS | TEMP. °C

1 10 20
2 10 24
3 10 28

I. Establecimiento in vitro para la obtencién de plantulas.

El ensayo se condujo como sigue:

Una semilla por tubo. Las semillas fueron colocadas en un medio de cultivo descrito

en el inciso | c:



Figura 1. Medio MS 50 % v/v. Semillas expuestas a luz LED blanca con

fotoperiodo de 18 hrs.

Callogénesis.

El hipocotilo superior fue utilizado para la induccion de desdiferenciacion celular.
Estos explantes fueron cultivados en medio MS (Murashige y Skoog 1962),
adicionados con 30 g L' de sacarosa; en la primera base del experimento se
emple6 una porcion mayor de precursor para la aceleraciébn en respuesta a la
division celular, 6-bencilaminopurina (BAP), mas una dosis menor de precursor que
estimule su crecimiento, como el &cido 1-naftalenacético (ANA) y acido idol-3-
butilico (IBA) (cuadro 2). Diversas literaturas muestran mejores resultados
empleando metatolpolina (MT) (Brian F.Thomas, 2016), y acido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) (H.Smith, 2013) como precursor bioquimico en
combinacion para la callogénesis (cuadro 2).

El disefio de tratamientos consistié en 3 combinaciones (cuadro 2) CONC | + CONC
[l + CONC lll, para nueve tratamientos en los cuales se utilizaron 3 secciones del

hipocétilo; basal, medio y superior (Hb; Hm; Hs).



Cuadro 2. Explantes de hipocotilo basal medio y superior (en segmentos de medio

centimetros sin hojas ni raiz. El medio de induccion son combinaciones aleatorias
de citocininas y auxinas (BAP/ANA; BAP/IBA; y MT/2,4-D).

- EXPLANTE | [CONC ] [CONC 1] [CONC Il1]
(Hipocatilo) | (BAP) : (ANA) | (BAP): (IBA) | (MT): (2,4-D)

TT1 Hb; Hm; Hs 15;0.3 15;0.3 15;0.3
TT2 Hb; Hm; Hs 3,0.3 3,03 3,03
TT3 Hb; Hm; Hs 4;0.3 4;0.3 4;0.3
TT4 Hb; Hm; Hs 15;05 15;05 15;05
TT5 Hb; Hm; Hs 3,05 3,05 3,05
TT6 Hb; Hm; Hs 4;0.5 4;0.5 4;0.5
TT7 Hb; Hm; Hs 15;1 151 151
TT8 Hb; Hm; Hs 3;1 3;1 3;1
TT9 Hb; Hm; Hs 4;1 4;1 4;1

La callogénesis se expresé como el porcentaje de explantes que formaron callos.
Posterior a la induccion, los callos de los diferentes explantes fueron transferidos a
un medio de cultivo MS, sin reguladores de crecimiento, suplementado con 30 g L-
1 de sacarosa, agar 4.6 g L'y medio de multiplicacion adicionado con &cido
giberélico (GA3) al .03 mg L' y mantenidos durante 15 dias en camara de
incubacion, con un fotoperiodo de 16 h luz para su micropropagacion con las
condiciones de incubacion de 25 °C + 1. Al respecto, el acido giberélico (GA3)
controla aspectos importantes en el desarrollo de las plantas, actuando como
estimulantes del crecimiento, por lo que se obtiene un mayor tamafo. Una de las
funciones mas importantes de las GA3 es la promocion del crecimiento del tallo,
hojas y raices, esto se debe a la induccién de la division celular, pues acortan la
interface del ciclo celular al inducir a las células a sintetizar &cido
desoxirribonucleico (Martinez, 2013). Por lo que en el presente trabajo el medio de
multiplicacién adicionado con GA3 se utiliza para su propagacién in vitro para la

obtencién de una cantidad mayor de material vegetativo.



Disefio experimental y andlisis de los datos.

Cada tratamiento constdé de nueve Magentas™ con dos explantes cada una,
utilizando la Magenta™ como unidad experimental, tanto para la etapa de induccion
como de diferenciacion.

El analisis estadistico para la formacion de callo se realiz6 usando pruebas no
paramétricas de Kolmogorov-Smirnov para una muestra a P<0.05, con el programa

IBM SPSS Statistics Version 26.

IV.  RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion in vivo

Los ensayos para la evaluacién de germinacion mostraron que aquellos métodos
en donde el tiempo de contacto con humedad prolongado fueron los mejores para
el rompimiento de la latencia de las semillas, como se ilustra en la Cuadro 3 donde
se obtuvo un porcentaje de germinacion del 96.15% en alméacigo superando 4 veces
la germinacion por el método embibon con un 20% en porcentaje de germinacion.

Mientras que in vitro solamente se obtuvo un 5% y en cadmara hiumeda con nulos
resultados. Con respecto al tiempo de emergencia, se observé que el método del

embibon es el mas rapido seguido del almacigo y por ultimo el de in vitro.



Cuadro 3: Resultados para los métodos de germinacion de semilla de Cannabis
sativa L. spp. Evaluados donde se detalla la cantidad de semillas utilizadas y

germinadas por método, el porcentaje de germinacion y el tiempo de emergencia

en dias.
Métodos evaluados para germinacion
Semilla
Semillas % de _
S o Tiempo de
Método sembrad _ germinaci _
germina ) emergencia (dias)
as on
das
| a. Almacigo 104 100 96.15 10
| b. Camara 20 0 0 0
humeda
| c.invitro MS 20 1 5 22
50%
| d. Embibén + 20 4 20 3
MS 50%

Método | a. En el ensayo de germinacion en almacigo, se pudo observar que no

hubo contaminacién en el sustrato, asi como el rompimiento de latencia a los 10

Figura 2. El método por almacigo y suelo. Todas las semillas se reportaron viables

a temperatura de 28°C por un periodo de 12 dias.

Método | b. Evaluacion de la viabilidad de las semillas por el método de camara de

humedad recubierta de papel estraza estéril y agua destilada estéril.



En el primer tratamiento el agua que se utilizo para la hidratacién no se encontraba
estéril, mientras que en el segundo si. Aun asi, las semillas no lograron romper la
recubierta en condiciones de la germinadora a temperatura de 27 °C en un periodo
de 10 dias. Figura 3.

Figura 3. Método | b. Método de camara de humedad. Como se observa, a los 10
dias de evaluacion, las semillas no lograron romper latencia, en esas condiciones.

Método | c. Evaluacion de Germinacion in vitro

En la metodologia in vitro con medio MS al 50% v/v después de 20 dias el
porcentaje de germinacion fue del 5% dado a que las 20 semillas que fueron
cultivadas se opt6 por obtener la plantula madre para todos los tratamientos asi que
se utilizé la que germiné en el menor tiempo a 25 °C + 1 expuestas a luz LED blanca
con fotoperiodo de 18 horas. La semilla germinada a las cuatro semanas continué
su desarrollo hasta la obtencion de hojas con peciolo, las que se colocaron en forma

abaxial en contacto con el medio y el resto de hipocotilo a medio de multiplicacion.

Se han observado dificultades en diferentes estudios para romper dormancia y su
posterior cultivo in vitro. En un estudio previo se realizaron diferentes metodologias
fisicas y quimicas para la recuperacion de embriones en cultivo in vitro, por lo que
se reportd que la mejor opcidn fue la mecanica para las pruebas de germinacion
como se describe a continuacién donde el porcentaje de embriones sanos fue bajo;
en la prueba que se realiz6 por corte en la semilla, fueron 39.45 % en promedio y

60.55 % estaban dafados; con la separacion por columna densimétrica se



obtuvieron 33.45 % sanos y 66.55 % dafiados; no hubo grandes diferencias entre

las dos técnicas, sin embargo, por el método manual se contabiliz6 un mayor

namero de embriones sanos (Santacruz F., 2014).

El andlisis estadistico para la evaluacion de distintos métodos de germinacion,

arrojo que son significativamente diferentes entre tratamientos, como se ilustra en

la Figura 4.

GERMINACION
I

Sobrevivencia de semillas a diferente temperatura

TRATAMIENTO

’
= = Almacigo
s !l mewm Embibon
4 === Estrasa
¢ a
¢
¢ &

TIEMPO (dias)

Figura 4. Germinacion de semillas viables con diferentes tratamientos. Valores con

letras diferentes (a,b) son significativamente diferentes entre tratamiento segun

prueba de Kruskal-Wallis ajustado mediante la correcciébn Bonferroni para varias
pruebas. P=0.05.

Cuadro 4. Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

Comparaciones por parejas de tratamiento

Sample Estadistico Desv. Desv. Sig. Sig.
1-Sample de prueba Error Estadistico ajustada?®
2 de prueba

es-em 61.200 15.921 3.844  0.000 0.000
es-al 72.000 12.293 5.857  0.000 0.000
em-al 10.800 12.293 0.879  0.380 1.000




Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1y la Muestra
2 soniguales. Se visualizan las significaciones asintoticas (pruebas bilaterales). P=

.05. De ahi se considera que hubo significancia entre tratamientos.

Sobrevivencia de semillas a diferente temperatura

TEMPERATURA (°C)
20 24 28

FRECUENCIA
“ w

NS S NS S NS S

Figura 5. NS: No sobrevivencia, S: Sobrevivencia. No se observo significancia entre
categorias de temperatura segun prueba de Kruskal-Wallis. P=0.05

Multiplicacion in vitro.

Las vitroplantas obtenidas a partir del ensayo de germinacién, colocados en el
medio evaluado para la obtencidon de material vegetativo, como se ilustra en la
Figura 6, donde se colocaron en medio descrito MS al 50% mas GA3 0.03 ppm.

Con explantes apicales.

Figura 6. Micropropagacion de explante aplical para inicio de ensayo con
tratamientos en medio de multiplicacién MS adicionado con GA3 .03 mg L.



Evaluacion de la formacién de callogénesis. En la figura 7, se ilustra el tipo de planta
madre utilizada para el ensayo de formacion de tejido calloso a partir de hipocétilos,

los cuales fueron tomados y segmentados. Planta sana y de buen tamafio.

Figura 7. llustracion de planta madre para la obtencidon de hipocotilos para la

prueba de formacion de callo.

Cuadro 5. Resumen de contrastes de hipoétesis

Hipoétesis nula Prueba Sig. Decision
1 Las categorias de  Prueba de chi- 1.000 Conserve la
TRAT se dan con cuadrado para hipétesis
las mismas una muestra nula.

probabilidades.

2 La distribucion de  Prueba de .0002 Rechace la
CALLO es normal Kolmogorov- hipétesis
conlamediaOyla Smirnov para nula.
desviacion una muestra

estandar .396.

a. Lilliefors corregido. Entre categorias de tratamiento no se observaron diferencias.

Entre niveles de tratamiento se muestran significaciones asintéticas. P> .05.



El analisis estadistico para la formacion de callo se realiz6 usando pruebas no
paramétricas de Kolmogorov-Smirnov para una muestra a P<0.05, con el programa

IBM SPSS Statistics Versiéon 26.

En el ensayo in vitro evaluado, se observo que durante la formacion de callogénesis
los tratamientos que desarrollaron tejido des-diferenciado fueron los explantes
donde se utilizé el hipocatilo superior, en los tratamientos 8 y 9 con concentraciones
de BAP/IBA 3.0/1.0 ppm y 4.0/2.0 ppm respectivamente utlizando 6-
bencilaminopurina como BAP, y de &cido idol-3-butilico IBA, como auxina. Como se

describe en el cuadro 2.

Figura 8. Induccién de callogénesis con la hormona citocina metatolpolina (MT) en

combinacion con la auxina éacido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D).

En la [COMB I], donde se evaluaron la combinacién de CIT/AUX; [BAP/IBA], se
obtuvieron resultados positivos en la formacion de callo cuando la concentracion de
la citocinina era de 3 ppm y de la auxina 1 ppm; o de 4ppm de citocinina y la auxina
1 ppm, como se muestra en el cuadro 6. Se obtuvieron resultados negativos en

todas las deméas combinaciones



Cuadro 6. Los 9 tratamientos en formacion de callos 6-bencilaminopurina (BAP) e
acido idol-3-butilico (IBA) ha obtenido una formacioén de callo con los tratamientos
8 y 9 como los mejores para el desarrollo de callo con un total de 2 formaciones de
tejido desdiferenciado.

TRATAMIENTOS BAP oA CALLO
(ppm) (ppm)
1 1.5 0.3 0
2 3.0 0.3 0
3 4.0 0.3 0
4 1.5 0.5 0
5 3.0 0.5 0
6 4.0 0.5 0
7 1.5 1.0 0
8 3.0 1.0 1
9 4.0 1.0 1

Un sistema de regeneracion eficiente y de un solo paso para la rapida proliferacion
de brotes axilares y el enraizamiento in vitro de explantes nodales de C. sativa
utilizando metatopolina (MT), una citoquinina aromatica natural (H. Lata S. C.,
2015).

Como se puede observar en la cuadro 7, los tratamientos de induccion de callo
utilizando la combinacién de la citocinina sintética metatopolina (MT) y el herbicida
acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) en concentraciones de 1.5 ppm, 3.0 ppm y
4.0 ppm de metatopolina (MT) y 1.0 ppm de &acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D),
gue presentaron un aumento en desdiferenciacién celular a partir de las
concentraciones de los tratamiento 7y 8 con 1.5 y 3.0 ppm de metstopolinay 1.0
ppm de 2,4-D la respuesta es la misma, mientras que en el tratamiento 9 con 4.0
ppm de matetoplona y la misma cantidad de 2,4-D con 1.0 ppm se observo que el

incremento en la formacion de callo dos veces. Se determin6 que el 2,4-D es un



regulador de crecimiento mas eficaz en comparacion con la adicion de ANA para la

induccion de cultivos de callos (Rathore M. S., 2011)

Cuadro 7. Los tratamientos metatolpolina (MT) y acido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4-D) tuvieron mejor respuesta en el desarrollo de la formacién de callosidad.
Siendo los tratamientos 7, 8 y 9 los mejores para el desarrollo de callo con un total
de 4 formaciones de tejido desdiferenciado.

MT 2,4-D ac. 2-4
TRATAMIENTOS | metatopolina |diclorofenoxiacético | CALLO
(Ppm) (Ppm)
1 15 0.3 0
2 3.0 0.3 0
3 4.0 0.3 0
4 15 0.5 0
5 3.0 0.5 0
6 4.0 0.5 0
7 15 1 1
8 3.0 1 1
9 4.0 1 2

En la evaluacion de la supervivencia de la respuesta vegetativa para la formacion
de callogénesis se observé que el tamafio del explante superior a 0.5 cm a los 15
dias de tratamientos, con un porcentaje de supervivencia en el tratamiento con
combinacion MT/2,4-D con un porcentaje de supervivencia de 33.33% Yy de
formacion de callo mayor que en los otros casos. Mientras que el tratamiento de
BAP/IBA con un numero menor de callosidad y 22.22% de sobrevivencia. La no
formacion de callo ocurrié en el 44.44% de los casos, esto quiere decir, que la
utilizacion de potenciacion de citocinas y auxina para la formacién de callo en

hipocatilos superiores de plantulas de cannabis sativa es mejor con la combinacion



MT/2,4-D en un 33.33%, mientras en segundo término la combinacion BAP/IBA con
el 22.22% de éxito. Diversas fuentes sugieren que el uso de metatopolina es una
mejor alternativa al 6-bencilaminopurina en el cultivo de tejidos vegetales. El
metabolismo y los efectos in vitro de ambas citoquininas fue comparada.

Las plantas que se desarrollaron en medio con 10 uM o mas de MT arraigaron mejor
durante la aclimatacion que las que se desarrollaron en medio con concentraciones
equimolares de BAP (Debergh, 1996).

Cuadro 8: Supervivencia de los tratamientos de auxinas y citocinas para la tasa de

formacion de callo mayor a 0.5 cm de diametro.

Supervivencia in vitro
_ # Callo
Tratamiento
(>0.5 %
(9TT)
cm)
BAP/ANA 0 0
BAP/IBA 2 22.22
MT/2,4-D 3 33.33
Negativos - 44 .44

SUPERVIVENCIA TOTAL in vitro

BAP/ANA

0% BAP/IBA
22%

No Callo
45%

MT/2,4-D
33%

Figura 9. Tasa de formacion de callo de los tratamientos de combinacion citocinina
y auxinas. Se puede observar que la induccién de callo fue favorable para una
planta silvestre como lo es C. sativa, en la combinacion de citocininas y auxinas con

un 55% utilizando un explante preferentemente mayor de 0.5 cm.



Método | d.

Método embibdn previo a in vitro.

Para el método de embibon (1 d), ademas se evaluaron el tiempo de emergencia y
la temperatura, cuyos resultados fueron observados cada 24 horas, en donde se
observa en la figura 9 el porcentaje de supervivencia y germinacion, donde ambos
parametros depende de la temperatura ya que la diferencia de 4°C entre los tres
tratamientos el nUmero de éxito en la germinacion se duplica.

Para la germinacion de semillas de C. sativa la metodologia embibon tuvo un
desarrollo favorable a una temperatura superior a la del ambiente. Es decir, la mejor

temperatura para romper la cubierta de la semilla fue a 28°C (Figura 10).

Germinacion de semillas C. sativa
10 9

o

o

N
1%

No. de semillas
germinadas
N

o

24 28
Temperatura °C

N
o

Figura 10. Numero de semillas germinadas de C. sativa en método embibén a
diferentes temperaturas (T1=20°C, T2=24°C, T3=28°C) con 10 semillas por ensayo
dentro de incubadora FELISA®. Se observa el incremento en la tasa de
germinacién con respecto a la temperatura. Se observo un crecimiento exponencial
con 20°C el porcentaje de germinacion fue del 30% mientras que a 24°C un 50%,

por ultimo a 28°C con un 90%.
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Figura 11. El porcentaje de supervivencia en método embibdén con temperatura
controlada en incubadora FELISA® muestra un 0% de supervivencia a 20°C,
mientras que se muestra una mejoria sutil a 24°C con 20% y el mejor desempefio
en temperatura fue de 28°C con un 33.33% de supervivencia con formulacién MS

50% v/v fuerza de sales.

Cuadro 9. Sobrevivencia con temperatura diferenciada.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decision
1 Ladistribucion de Prueba de Kruskal-Wallis .508 Conserve la
SUPERYV es la misma para muestras hipétesis nula.
entre categorias de independientes
TEMPERATURA.

Se muestran significaciones asintoticas. El nivel de significacion es de .050.

Cuadro 10. Resumen de prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes.

N total 17
Estadistico de prueba 1.3542b
Grado de libertad 2
Sig. asintética (prueba bilateral) .508

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.



b. No se realizan multiples comparaciones porque la prueba global no muestra
diferencias significativas en las muestras.

Las metodologias de germinacion por almécigo | a y germinacion por embibon | d
se observaron que fueron notoriamente favorables a una disponibilidad de
hidratacion continua y temperaturas superiores a 28°C. Respecto a estimulos de

crecimiento controlados in vitro cuyas temperaturas oscilaban de un 20~25°C.

Germinacion con temperatura diferenciada

Cuadro 11. Resumen de contrastes de hipoétesis.

Hipotesis nula Prueba Sig. Decision
1 La distribucion de GERM  Prueba de Kruskal- .025 Rechace la
es la misma entre Wallis para muestras hipotesis nula.
categorias de TRAT. independientes

Se muestran significaciones asintoticas. El nivel de significacion es de .050.

Cuadro 12. Comparaciones por parejas de tratamientos.

Desv.
Sample 1- Estadistico = Desv.  Estadistico Sig.
Sample 2 de prueba Error de prueba  Sig. ajustada®
T BAJA-T -3.000 3.381 -.887 375 1.000
MEDIA
T BAJA-T ALTA 9.000 3.381 2.662 .008 .023
T MEDIA-T 6.000 3.381 1.775 .076 .228
ALTA

Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la
Muestra 2 son iguales. Se visualizan las significaciones asintéticas (pruebas
bilaterales). El nivel de significacion es de .05.

a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccién Bonferroni

para varias pruebas.

En el método embibdn, la temperatura si influye en la emergencia y sobrevivencia
ya que a 20°C no obtuvo supervivencia mientras que la emergencia se observo
favorecida a temperaturas superiores a los 24°C y con porcentajes favorables tanto

en la emergencia como la supervivencia a 28°C.



V. CONCLUSION

La evaluacion de las metodologias in vivo e in vitro lograron ser establecidas para
su micropropagacion. El protocolo desarrollado por organogénesis directa fue
establecido para un cultivo de regeneracion eficiente in vitro para una futura
produccion a escala. Las técnicas de cultivo in vitro proporcionan una mejora en la
técnica de propagacion clonal para reducir la variacion del germoplasma de C.
sativa para la obtencion de un producto con requerimientos especiales para su
consumo como lo es el espacio utilizado y libres de enfermedades. La respuesta
morfolégica a diferentes concentraciones de auxinas y citocinas en el medio de
cultivo in vitro para la obtencién de callo tuvieron mejores respuestas bajo los
tratamientos de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y metatopolina (MT). Un protocolo
efectivo para la propagacion de meristemo apical en planta madre y su
establecimiento, fue desarrollado efectivamente con acido giberélico (GA3) como
coadyuvante. Ademas, las altas concentraciones de los reguladores de crecimiento,
dentro de los tratamientos, favorecieron el desarrollo completo de organogénesis y
rizogénesis para su multiplicacion in vitro comparado con medio sin reguladores de
crecimiento. La temperatura resulto ser un factor determinante tanto para la
germinacién como para la sobrevivencia de la emergencia del tejido a partir de

semillas.
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